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第 1章 序論 
 
Cereblon 遺伝子は、2004 年、米国における常染色体劣性遺伝の軽度精神遅滞を呈す
る家系の遺伝学的解析において軽度精神遅滞原因遺伝子として報告された。脳
（Cerebral-）において豊富に転写産物が存在し、また遺伝子産物が ATP 依存性 Lon プ
ロテアーゼに類似するドメイン（Lonドメイン）を保持していることから Cereblonと名
付けられた 1。この解析において、Cereblon 遺伝子のホモ接合型のナンセンス突然変異
（オープンリーディングフレーム上の 1274 番目のシトシンがチミンに変異）が罹患患
者においてのみ見られた 1。Cereblonの遺伝子産物は同名のタンパク質 Cereblon（CRBN）
であり、442個のアミノ酸から成る（図 1-1）。精神遅滞患者において見られるナンセン
ス突然変異によって生じる変異型 CRBN（CRBN R419X）は、C末端において Nミリス
トイル化を受けると推定される部位を一部欠失し、またカゼインキナーゼ II によりリ
ン酸化されると推定される部位を欠失する 1（図 1-1）。しかし CRBNの C末端の欠失に
よって起こる精神遅滞の発症メカニズムは明らかにされていない。 
ヒト CRBN遺伝子は、第 3番染色体に存在し 11個のエクソンからなる、およそ 29Kbp
の遺伝子である。CRBNの種間での保存性に関して、マウス及びラットでは、それぞれ、
445アミノ酸から成り、ヒト CRBNとは 95%の相同性を持つ。また、CRBN遺伝子のホ
モログは、マウス、ラットの他、ゼブラフィッシュ、ショウジョウバエから植物などの
真核生物に保存されている一方で、酵母では確認されていない。また、スプライシング
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バリアントについて、ラット CRBNでは 412アミノ酸の shorter splicing variantと 445ア
ミノ酸の longer splicing variantが報告されている 2が、ヒト CRBNでは報告されていな
い。ヒト CRBNの mRNAは、心臓、胸腺では発現していない一方で、精巣で最も高く、
脾臓、前立腺、肝臓、膵臓、胎盤、腎臓においては高く発現しており、肺、骨格筋、卵
巣、小腸、末梢白血球、結腸、脳において中程度に発現していることが報告されている
3。 
CRBNは、細胞質及び核や小胞体などの様々な細胞内コンパートメントに局在してい
ること 3–5、また以下に示すような多様な機能を持つタンパクであることが近年分かっ
てきた。2010 年、CRBN は、過去に催奇形性を引き起こし重大な薬害事件をもたらし
た薬剤であるサリドマイドの結合タンパクとして同定された 5。この報告において、
CRBNが DNA damage-binding protein 1（DDB1）と結合し、Cullin-RING型 E3ユビキチ
ンリガーゼ(CRL4CRBN)の基質受容体として機能することも同時に報告された 5。ユビキ
チンプロテアソームシステムは、細胞内において特定のタンパクに特異的にユビキチン
を付加し、プロテアソーム分解に導く機構である。ユビキチン活性化酵素（E1）、ユビ
キチン結合酵素（E2）及び E3 ユビキチンリガーゼを介し、特に E3 ユビキチンリガー
ゼはユビキチンを付加する基質を認識する役割を持つため多様性に富む 6,7。
Cullin-RING型 E3ユビキチンリガーゼは、ユビキチンリガーゼの中で最大のファミリー
を形成しており、Cullin、Roc1、アダプタータンパク、基質受容体からなり、これまで
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に知られている基質受容体の種類は 200を超える 7。また、CRBNは 20Sプロテアソー
ム複合体の β7サブユニットに結合しその活性を阻害する機能を持つ 8。加えて、CRBN
は細胞質において、イオンチャネルに結合しその機能を調節することが報告されている。
CRBNは Ca2+活性化電位依存性カリウムチャネル（BKチャネル）をユビキチン化し小
胞体に移行させること 2,4、電位依存性クロライドチャネル（ClC-1 及び ClC-2）をユビ
キチン化しそのタンパク発現を調節していること 9,10が報告されている。さらに、我々
の研究室においては、CRBNはプロテアソーム阻害時に細胞内に形成されるタンパク凝
集体であるアグリソームに局在するとともに、プロテアソーム阻害剤に対する細胞保護
効果を持つことを示した 11。一方で、CRBNはエネルギーホメオスタシスにおける役割
及び酸化ストレスにおける役割を担うことが報告されている。げっ歯類において CRBN
は細胞のエネルギー恒常性の調節に関わる AMP 活性化プロテインキナーゼ α1 サブユ
ニット（AMPKα1）と結合し、AMPKα1のリン酸化を負に制御することが知られている
12,13。また AMPKα1 も CRBN によりユビキチン化されることが示唆されている 14。こ
のようにユビキチンプロテアソームシステムの様々な局面において CRBN は機能を果
たしている。また、マウス CRBNのプロモーターには、酸化ストレス防御遺伝子群の発
現を統一的に制御する転写因子 NF-E2-related factor 2（Nrf2）の結合サイトが報告され
ている 15。CRBNが酸化ストレスに応じて発現上昇すること、過酸化水素由来の酸化ス
トレスに対して CRBNが保護的に働くことが示されている 15。このことは、CRBNが酸
6 
 
化ストレス応答タンパクでもあることを示している。 
また、CRBN の脳内での遺伝子発現の分布、及びこれまでに作製された CRBN ノッ
クアウトマウスにおける表現型について述べる。CRBNのマウス脳内における遺伝子発
現は、胎生期では高くないが、成体期で最大に達することが示されている 16。さらに、
脳における CRBN mRNAの発現分布に関して、in situ ハイブリダイゼーションによる
以下のような結果が報告されている 17。ほぼ全ての神経細胞に CRBNは発現しているが、
発現量は脳領域及び細胞の種類によって大きく異なり、脳梁及び白質のオリゴデンドロ
サイト及びアストロサイトでは低い。海馬の錐体細胞、小脳のプルキンエ細胞で特に多
く発現している。また、モノアミン作動性ニューロンでの CRBN の発現も報告されて
おり、縫線核におけるセロトニン作動性神経細胞及び青斑核におけるノルアドレナリン
作動性神経細胞において高い遺伝子発現量が見られる。これまで、カルシウム/カルモ
ジュリン依存性タンパク質キナーゼプロモーターの制御下で Cre リコンビナーゼを発
現させることで前脳特異的に CRBNをノックアウトされたマウス（CamKIIcre/+, crbn−/−）、
及び、全身で CRBNをノックアウトされたマウスが作製されている 18。これらのマウス
では、恐怖文脈条件づけ（contextual fear conditioning test）において、すくみ時間の低下
が見られたことから、連合学習に関わる記憶学習に障害があることが分かっている 18。 
近年、CRBN と転写因子の関連が注目されている。2014 年、サリドマイドの誘導体
であり多発性骨髄腫の治療薬であるレナリドマイド（Lenalidomide：Ld）、ポマリドマ
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イド（Pomalidomide：Pd）が CRBN へ結合する事 19により、CRBN が転写因子 Ikaros
及び Aiolos を基質として認識し、ユビキチンプロテアソームシステムによる分解に導
く事が示された 21–23。転写因子 Ikarosは、1992年、元々T細胞の分化に必須のジンクフ
ィンガー型転写因子として同定され、その突然変異が遺伝性の白血病を引き起こすとし
て免疫学の分野で注目されてきたタンパクである 23。多発性骨髄腫においては、Ikaros、
Aiolosのタンパク質発現が異常に亢進しており、サリドマイド誘導体によってこれら 2
つのタンパク質が分解に導かれることで、多発性骨髄腫が死滅することが示された 20–22。
また、CRBNはホメオボックス転写因子Meis2をユビキチン化しプロテアソーム分解に
導くことが示されている 24。Meis2は心臓、口蓋、四肢の発生に重要であり 25–27、Meis2
の発現異常は四肢の発達異常に繋がることが示されている 28。このように、CRBNは細
胞質だけでなく核において機能することが示唆されている。 
Ikarosは、免疫系だけでなく、神経系でも重要な機能を持つことがショウジョウバエ
及び哺乳類においても近年示されている。一般に、神経幹細胞は、「時間経過とともに
自らの性質を変化させる」ことによって娘細胞の多様性に寄与する 29,30。2001年、ショ
ウジョウバエの前後軸形成に最重要な遺伝子として同定された Hunchback（Ikarosのシ
ョウジョウバエホモログ）は、ショウジョウバエ中枢神経系の神経幹細胞が発生プログ
ラムに従って多様な娘細胞を産み分けてゆく上で、必須の転写因子であることが発見さ
れた 31。また、哺乳類においても転写因子 Ikarosは、網膜、線条体、下垂体前葉におけ
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る神経細胞の分化に重要な機能を示すことが報告されてきている 32–34。さらに、大脳皮
質形成においては、初期の神経前駆細胞で Ikarosが高く発現しており、発現量が減少す
ることがきっかけで後期の神経前駆細胞へと分化すると考えられている 35。 
これまで CRBNは細胞質及び核において発現することは示唆されてきたが 3,5、CRBN
の細胞内局在について、その分子メカニズムも含めて説明した先行研究はなかった。
CRBNは前述のとおり細胞質において E3ユビキチンリガーゼの構成因子として機能す
ることが示されてきたが 5、核における CRBNの機能については未だ不明である。そこ
で、CRBN の核における機能を分子生物学・細胞生物学・生化学的に解析することで、
CRBNの核での役割を明らかにすることを目的として研究を行った。 
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図 1-1 先行研究において報告されてきた CRBNのドメイン 
参考文献 1番と 5番に基づき図を作成した 1,5。（A）2004年に示唆された翻訳後修飾の
候補サイトを示した。黒丸はカゼインキナーゼ II によるリン酸化候補サイト、白丸は
ミリストイル化候補サイト、黒四角はプロテインキナーゼ C によるリン酸化候補サイ
トを示した。また、これまでに報告されてきたヒト CRBN の特徴的なアミノ酸領域を
以下に列挙した。まず、Lonドメイン（81-317番）を黒色の下線で示した。また、Mid
ドメイン（186-261番）を水色で、サリドマイド結合部位（384, 386番）を黄色で、精
神遅滞患者欠損領域（419-442番）を桃色でハイライト表示した 1,5。（B）ヒト CRBNの
全長を模式的に示した。Lonドメインの領域を黒色の下線で、またMidドメイン、サリ
ドマイド結合部位、及び精神遅滞患者欠損領域を全て青色にて示した。 
  
(A) 
(B) 
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第 2章 実験方法 
2-1 細胞培養 
ヒト子宮頸部類上皮がん由来細胞株である HeLa 細胞及びヒト神経芽細胞腫
SH-SY5Y細胞を用いた。細胞培養には、FBS（Fetal bovine serum, 10 %）（Thermo Fisher 
Scientific, San Jose, CA）とペニシリン-ストレプトマイシン溶液(1%)を含む D-MEM (low 
Glucose)（Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Wako, Osaka）を使用した。 
 
2-2 抗体 
 免疫組織化学の一次抗体には、マウスモノクローナル Anti-HA 抗体（HA.11 Clone 
16B12 Monoclonal Antibody；Covance, Berkeley, CA）、Anti-CRBN抗体（Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO）、Anti-Ikaros抗体（ABD16, Merck Millipore, Bedford, MA）、ラビットポリク
ローナル Anti-Halo抗体（Anti-HaloTag® pAb；Promega, Madison, WI）、二次抗体には、
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-mouse IgG（Life Technologies, Gaithersburg, MD）、Alexa Fluor® 
594 Goat Anti-rabbit IgG (H+L)（Life Technologies）を用いた。免疫沈降には、ポリクロ
ーナル抗 HA抗体（Sigma-Aldrich）を用いた。ウェスタンブロットにはマウスモノクロ
ーナル Anti-Halo抗体（Anti-HaloTag®；Promega）を用いた。 
 
2-3 試薬 
 本研究においては、CRM1依存性核外移行阻害剤 Leptomycin B（LMB）（Sigma-Aldrich）、
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プロテアソーム阻害剤MG132（Wako）、ポマリドマイド（Pd）（Sigma-Aldrich）を用い
た。 
 
2-4 トランスフェクション 
 細胞への遺伝子導入には、PEI-MAX (Polysciences Inc., Warrington, PA)を用いた。無血
清培地に、プラスミドベクターを添加後、ボルテックスにより撹拌した。ここに、
PEI-MAXを添加し、再びボルテックスにより撹拌した。室温にて 10分インキュベーシ
ョンを行った後、細胞培養培地に添加した。発現量が最大となる 24時間から 48時間後
に解析に用いた。 
 
2-5 免疫組織化学 
CRBNの細胞内局在の解析の際には、35 mmガラスベースディッシュを用いた。細胞
に 1.0 μgのプラスミドベクターをトランスフェクションした後、4%パラホルムアルデ
ヒドで 20分間固定した。0.5 % Triton X-100/PBSによる膜透過処理後、10 % Bovine Serum 
Albumin（BSA）でブロッキングを行い、3 % BSA/PBS中で一次抗体反応、二次抗体反
応を行った。サンプルの封入には、Fluorescent mounting medium（Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, CA, USA）核の染色には、DAPI（Vector Laboratories）を用いた。封入した
標本を、倒立型共焦点レーザー走査型顕微鏡 FV1000（Olympus, Tokyo, Japan）を使用
して観察した。CRBNの細胞内局在を解析においては、最低200個以上の細胞を観察し、
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百分率によって表記した。また、共局在の効率を定量化する際には、Manders’ overlap 
coefficincy（MOC）を利用し 36,37、MOC の計算には CoLocalizer Express Software
（CoLocalization Research Software, Tokyo, Japan）を用いた 38。 
 
2-6 野生型 CRBNの発現プラスミドの構築 
野生型 CRBNの発現プラスミドは、pRK5-HAプラスミドベクターに SalI、NotIサイ
トを利用してクローニングされており、シーケンシングによって配列、ウェスタンブロ
ットによるタンパク発現も確認し、報告済のものを使用した 11。 
 
2-7 変異型 CRBN発現プラスミドの作製 
アミノ酸欠失変異を有する CRBNプラスミドの作製には、KOD -Plus- Mutagenesis Kit
（TOYOBO, Osaka, Japan）を使用した。まず、導入したい変異や挿入配列を付加したプ
ライマーを逆方向に設計し、Inverse PCR によりプラスミド全周の増幅を行った。その
後、PCR産物をDpnI処理による鋳型プラスミドの分解、Self-ligationを経て環状化させ、
大腸菌 DH5αの形質転換に用いた。プラスミドの大量増幅をさせた後は、シーケンシン
グによって配列の確認（マクロジェン・ジャパン, Kyoto）を行った。 
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2-8 タンパク抽出 
5 x 106 個の細胞に対し、Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics Ltd, 
Mannheim, Germany)を含む RIPA Buffer（50 mM, Tris-HCl (pH8.0), 150 mM sodium chloride, 
0.5 w/v% sodium deoxycholate, 0.1 w/v% sodium dodecyl sulfate, 1.0 w/v% NP-40 substitute）
（Wako）250 μLを加え、細胞溶解液を回収した。その後、超音波処理によりゲノム DNA
を破砕した後、遠心（21,500 x g, 5分, 4℃）し、上清をタンパク抽出液とした。 
 
2-9 SDS-PAGE及びウェスタンブロット（Western Blot：WB） 
 タンパク抽出液と試料用緩衝液 (2ME-)(×2)（0.25 M Tris-HCl, 0.02 w/v% BPB, 8 w/v% 
SDS, 40 w/v% Glycerol, pH6.8）（Wako）を等量混合し、2-メルカプトエタノールを終濃
度 1%で添加した。これを加熱処理（95 ℃,1 分）し、SDS-PAGE 用サンプルとした。
SDS-PAGE によって泳動分離後、ゲルを PVDF（polyvinylidene difluoride）膜（Merck 
Millipore）に転写し、5 %スキムミルク（Wako）/TBS-T（137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 25 
mM Tris, pH7.4, 0.1w/v% Tween20）によりブロッキングした。その後、2.5 %スキムミル
ク/TBS-T中にて一次抗体、二次抗体反応を行い、ImmunoStar® LD（Wako）による化学
発光法により検出した。検出にはルミノイメージアナライザーLAS-3000（Fujifilm, Tokyo, 
Japan）を利用した。 
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2-10 免疫沈降法（Immunoprecipitation：IP） 
Protein G Mag Sepharose（GE Healthcare, Waukesha, WI）を 5 μl、PBSにて洗浄後、2-8
で得られたタンパク抽出液を 250μL加え、抗体と共に振盪撹拌（12 時間, 4℃）を行っ
た。その後、PBSにて 3回洗浄を行った後、2-メルカプトエタノールを含めた試料用緩
衝液 (2ME-)(×2)（Wako）中で加熱処理（95℃, 3分）をすることでタンパク質を溶出さ
せた。 
 
2-11 Ikaros結合配列をプロモーター領域に含むレポータープラスミドの構築 
Ikaros の結合するコアモチーフ配列 GGGAA を含む Ikaros 結合オリゴヌクレオチド
（IKBS：TCAGCTTTTGGGAATCTCCTGTCA）39,40を、ホタルルシフェラーゼを発現す
る pGL4.10[luc2] vector (Promega)のプロモーター領域に 2-7と同様のプロトコールで組
み込んだ。この際の Inverse PCR法に用いたプライマーを以下に示す。 
Forward: CTCAGCTTTTGGGAATCTCCTGTCAA 
Reverse: GATCTTGACAGGAGATTCCCAAAAGCTGAGGTAC 
 
2-12 Ikaros及びルシフェラーゼ遺伝子安定発現細胞株の確立 
 ステイブルトランスフェクションにはヒト由来神経芽細胞腫 SH-SY5Y細胞を用いた。
トランスフェクション時には、Halo-Ikaros 発現プラスミド及び pGL4-IKBS 発現プラス
15 
 
ミドに加えネオマイシン耐性遺伝子がコードされている pcDNA™3.1 (+)プラスミド
（Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA）を同時に導入した。トランスフェクションから
48時間後、G418（Wako）を終濃度 600 μg/μLにて添加し、以後 G418を含む新しい培
地に 3~4日ごとに交換した。約 2週間後、96 wellプレートにコロニーをピックアップ
した。細胞株のスクリーニングの際、Halo-Ikaros 発現プラスミドの発現確認には
Anti-Halo抗体を用いたウェスタンブロットを用いた。また pGL4-IKBS発現プラスミド
の発現確認には、2-13で述べるルシフェラーゼレポーターアッセイを用いた。 
 
2-13 ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
本実験には 6 ウェルプレートに播種した HeLa 細胞または神経芽細胞腫 SH-SY5Y細
胞を用いた。トランスフェクション後、Luciferase Assay System（Promega）を用いて、
キットのプロトコルに従ってレポーターアッセイを行った。細胞を溶解後、エッペンチ
ューブに移し 10秒激しく撹拌した。その後、遠心（12,000 x g, 2分, 4℃）を行った。上
清 20 μLと Luciferase Assay Reagent 100 μLを混合し、発光量を The GloMax® 20/20 
Luminometer（Promega）を用いて測定した。レポーターアッセイにより得られた発光量
は、2-14における β-galactosidaseアッセイにより得られた値に標準化し、相対値を換算
した。 
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2-14 β-galactosidaseアッセイ 
2-13 において得られた、細胞抽出液の遠心後上清を用いて、β-Galactosidase Enzyme 
Assay System（Promega）により、以下の β-galactosidaseアッセイを行った。2～3倍に希
釈した遠心後上清を 50 μLに、Assay 2X Bufferを 50 μL添加し、インキュベーション
（37℃, 15分）した。反応停止には 1M Tris-HCl（pH6.8）を用いた。その後、マイクロ
プレートリーダ （ーMicroplate Spectrophotometer, Bio-Rad Laboratories, Inc, CA）により吸
光度（λ=420 nm）を測定した。 
 
2-15 Total RNA抽出、cDNA合成 
 5 x 106個のヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を Sepasol®-RNA I Super G （Nacalai 
Tesque, Kyoto, Japan）を用いて回収した。ボルテックスで撹拌し、室温にて 5分静置し
た。クロロホルム 200 μLを添加後、室温にて 3分静置した。遠心（12,000 x g, 15分, 4℃）
後、上層（水層）を別チューブに回収した。2-プロパノール 500 μL を添加後、室温に
て 10分静置した。遠心（12,000 x g, 10分, 4℃）後、75 %エタノールにて洗浄し、沈渣
を純水 100 μLにて懸濁し total RNAとした。 
 cDNA合成には ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（TOYOBO）
を利用した。まず、RNAを 65℃5分にてインキュベート後、氷上で急冷することで RNA
の高次構造を変性させた。次に、DN Master Mixによりゲノム DNA除去反応（37℃, 5
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分）を行った。最後に、RT Master Mixにより逆転写反応（37℃ 15分→50℃ 5分→98℃ 
5分→4℃ Hold）をし、cDNAを得た。 
 
2-16 リアルタイム PCR 
リアルタイム PCRは THUNDERBIRD(R) SYBR(R) qPCR Mix（Toyobo, Osaka, Japan）
を用い、StepOneTMリアルタイム PCRシステム(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)
を使用した。用いたプライマーを、表 2-1に示す。PCRサイクルは、初期変性（95℃ 1
分）、PCR反応（変性 95℃ 15秒, 伸長 60℃ 30秒）、とし、融解曲線分析を行った。 
 
2-17 クロマチン免疫沈降法（Chromatin-immunoprecipitation assay：ChIP assay） 
クロマチン免疫沈降法は過去の文献を参考にして行った 41,42。まず、5 x 106 個の
SH-SY5Y細胞を細胞培養培地に懸濁し、ホルムアルデヒド（終濃度 1%）による架橋反
応（15分, 37℃）を行った後、グリシン（終濃度 0.125 M）により架橋反応を停止させ
た。遠心（382 x g, 5分）により細胞回収した後、バッファーA（10 mM Hepes-KOH (pH7.8), 
10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1% NP-40）に懸濁させ、ボルテックスにより細胞膜を破壊
した。遠心（16,200 x g, 10分, 4℃）後、沈渣を Lysis buffer （1 % SDS, 10 mM EDTA, 50 
mM Tris–HCl (pH 8.0)）に懸濁した。超音波破砕（on 10秒, off 50秒のサイクルで 5回）
により核膜の破壊及び DNAの断片化を行った後、遠心（16,200 x g, 10分, 4℃）し、上
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清画分を核画分とした。この核画分を Bicinchoninic Acid（BCA）タンパク質定量キット
（Pierce, Rockford, IL）によりタンパク濃度を測定し、タンパク 150-200 μgをその後の
免疫沈降反応に用いた。 
ChIP Dilution Bufferを用い、タンパク濃度 0.3 μg/μLに希釈した。Pre-blocked 正常 IgG
コンジュゲートMagビーズを 10 μL添加し、振盪撹拌を行った（1時間, 4℃）。上清を
新しい 1.5 mLチューブに移し、以下の ChIP反応に使用した。 
1.5 μgの特異的抗体または正常 IgG抗体による抗原抗体反応を 4℃で一晩行った後、
20 μLのMagビーズを添加し、振盪撹拌を行った（3時間, 4℃）。上清を回収し、Low salt 
wash buffer、High salt wash buffer、LiCl wash buffer、TE bufferの順に洗浄した。最後に、
磁気ビーズに Elution bufferを添加し、振盪させながら DNAを溶出した（20分, 45℃）。
NaCl溶液（終濃度 0.2 M）による脱架橋（最低 12時間, 65℃）を行った。 
脱架橋後、上清を、RNase A（終濃度 0.15M, 30分, 37 ℃）、Proteinase K（終濃度 0.1 M、
60 分, 65 ℃）により処理し、以下の核酸抽出に用いた。フェノール/クロロホルム/イソ
アミルアルコール（Phenol/ Chloroform/ Isoamyl Alcohol：PCI）を等量加え、撹拌した。
遠心（16,200 x g, 5分）後、上層を分取した。1/10量 3 M NaOAcとグリコーゲンを添加
し、撹拌した。-80℃にて 15分静置、続けて 37℃にて 10分静置後、遠心した（16,200 x 
g, 15分, 10℃）。70 ％エタノールにて洗浄後、風乾し、純水に溶解させた。リアルタイ
ム PCR による PENK 遺伝子プロモーター領域の増幅に用いたプライマーは、表 2-2 に
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示す。 
 
2-18 統計処理 
実験における統計処理において、2群間の有意差の検定には Student's t-testを用いて行
った（n=3~5）。また 3 群間の有意差の検定には一元配置分散分析（one-way ANOVA）
を行った後、Tukeyの多重比較検定を行った（n=3~5）。* は p<0.05、**は p<0.01、***
は p<0.001を示す。エラーバーは SEMを示す。 
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表 2-1 リアルタイム PCRによる遺伝子発現量の定量において 
用いたプライマー 
       
 
遺伝子 鎖 配列     
 
 
Human PENK F GCCGACATCAACTTCCTGGCT 
 
 
Human PENK R GCTCTGGTTTGGACAGCTGC 
 
 
Human HES1 F GAAAGATAGCTCGCGGCATT 
 
 
Human HES1 R TACTTCCCCAGCACACTTGG 
 
 
Human GAPDH F GACCCCTTCATTGACCTCAA 
 
 
Human GAPDH R TTGACGGTGCCATGGAATT 
 
       
        
表 2-2 クロマチン免疫沈降後のプロモーター領域の増幅において 
用いたプライマー 
       
 
遺伝子 鎖 配列     
 
 
Human PENK F CAGCTTCGGGGCTAATCCG 
 
 
Human PENK R CGCGCTGCATGTCCCATTAT 
 
 
Human HES1 F CTGTGGGAAAGAAAGTTTGGGA 
 
 
Human HES1 R CGGATCCTGTGTGATCCCT 
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第 3章 結果 
 
3-1 野生型及びその変異型 Cereblonタンパクの細胞内局在 
3-1-1 序 
これまで、CRBN は細胞質及び核において発現していることが報告されてきた 3,5。
CRBN の細胞質での機能については、E3 ユビキチンリガーゼの基質受容体として機能
すること 5やイオンチャネルの細胞膜への局在を調節すること 2,4等、細胞質タンパクと
しての機能が多く知られている。一方で、CRBN は転写因子との関連も示されている。
サリドマイド誘導体の投与時にジンクフィンガー型転写因子 Ikaros に結合しユビキチ
ン化すること 21–23、また、ホメオボックス転写因子Meis2をユビキチン化すること 24が
報告されている。しかし CRBN が核で実際に機能しているのかについてはこれまで報
告されていない。このため、CRBNの核における機能を解析することは、多機能なタン
パク質である CRBNの役割を明らかにする上で極めて重要であると考えられる。 
本章では、まず、野生型 CRBN の細胞内局在について、特に、核と細胞質間での発
現量の比較を行った。CRBN は細胞質及び核に広く局在しており、核外移行シグナル、
塩基性ロイシンジッパーモチーフといった細胞内局在の制御に関与すると考えられる
特徴的な配列が複数存在することが分かった。次に、CRBNの細胞内局在を制御するメ
カニズムを探索した。これら CRBN のアミノ酸配列の中に存在する細胞内局在を制御
する特徴的配列を欠失あるいは変異させた変異型 CRBN を発現するプラスミドを作製
し、変異型 CRBNの細胞内局在について野生型 CRBNの場合と比較、解析した。 
22 
 
3-1-2 実験結果 
はじめに、野生型 CRBN 発現プラスミドを HeLa 細胞にトランスフェクションし、
CRBNの細胞内局在を解析した。以下、過去の文献と同じように 43–46、CRBNが細胞質
に比べ核に多く偏って局在している細胞を（C<N）と表し、CRBNが細胞質と核の両方
に同程度に分布している細胞を（C=N）と表す。野生型 CRBNの約 75 %は核と細胞質
の両方に偏って蓄積することなく分布（C=N）した。約 16 %は核に偏って局在（C<N）
した。約 2%は斑点状（punctate） の細胞内分布を示した。約 7%は核小体に強く局在し
た（図 3-1）。また、内在性 CRBN の細胞内分布も調べるため、ラットポリクローナル
抗 CRBN抗体を用いて免疫組織化学的に調べた。その結果、内在性 CRBN も核、核小
体、細胞質に広く分布していることが分かった(図 3-2、補足データ図 3-22)。 
そこで、CRBNは核と細胞質を行き来（シャトリング）するという仮説を立てた。一
般的な核と細胞質間でのタンパク輸送は、CRM1（exportin 1）依存性の核外輸送及び
importin α/β介在性の核内輸送によって起こる（図 3-3）。CRBNを発現させた HeLa細胞
に CRM1依存性の核外移行を阻害する Leptomycin B（LMB）47を終濃度 10 nMで 6時
間投与すると、CRBN が核に偏って局在する細胞（C<N）が 70%以上に増加した（図
3-4）。次に、importin-β に結合することで核内移行を阻害することが知られている
Importazole（IPZ）48を細胞に投与すると、CRBNの局在はコントロールと比べて変化し
なかった（図 3-4）。これらの結果から、CRBNは LMB反応性であり、CRBNのアミノ
酸配列中に CRM1依存的な核外移行シグナルの存在が示唆された。 
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次に、CRBNのアミノ酸配列中に核局在シグナル（Nuclear Localization Signal：NLS）
及び核外移行シグナル（Nuclear Export Signal：NES）が存在していないか検討した。一
般的に、NLSは塩基性アミノ酸であるリジン、アルギニン等が数個並ぶ特徴を持つ。ま
た 一 般 的 な NES は 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る ロ イ シ ン を 豊 富 に 含 む
L-X(1-3)-L-X(2,3)-L-X-Lをコンセンサス配列（L：ロイシン、X：任意のアミノ酸）とす
る（図 3-5）49,50。CRBNのアミノ酸配列内に NLS及び NESが存在するかどうか検討す
るために、NLS予測ソフト NLSmapper51 や NES予測ソフト NESmapper52等を使用して
アミノ酸から検索した。その結果、CRBNには NLSが存在せず、NES候補配列が 2つ
（NES1, NES2）存在することが分かった（図 3-6）。そこで、これら NES候補配列を欠
失する CRBN（ΔNES1、ΔNES2）の発現プラスミドを作製（図 3-7）し、HeLa 細胞に
トランスフェクションする事で、その細胞内局在を解析した（図 3-8）。その結果、ΔNES1
は野生型 CRBNと局在に変化は見られなかった。一方、ΔNES2は野生型 CRBNと比べ
て核に偏って蓄積している細胞が約 10%増加した（図 3-8）。このことから、CRBNの核
外輸送には部分的に NES2が関わっていることが示唆された。また、ロイシンジッパー
モチーフは、タンパク間相互作用に関わる二次構造の一つで、7残基反復（a,b,c,d,e,f,g）
の aと dの位置にあるアミノ酸がロイシンまたはそれに準ずる疎水性アミノ酸であるこ
とを特徴とする。ロイシンジッパーモチーフを欠失した CRBN（ΔLZ）の発現プラスミ
ドを作製し（図 3-7）、その細胞内局在を解析した（図 3-8）その結果、ΔLZ は野生型
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CRBNと比べて核に偏って蓄積している細胞が約 5%増加した（図 3-8）。 
核移行に関わる部分を同定する目的で、CRBNのN末 1-119番目を欠失しているΔN、
DDB1結合ドメイン（186-261番目）を欠失している ΔMidの発現プラスミドを作製し、
HeLa細胞にトランスフェクションして細胞内局在を解析した（図 3-7）。その結果、CRBN
の N末 1-119番目を欠失した ΔNでは、核局在する細胞が有意に減少することが分かっ
た（図 3-8, * p<0.05）。このことから、CRBNの核局在に必要なドメインがアミノ酸 1-119
番目に存在することが示唆された。一方、CRBNの N末には NLS様配列は存在しなか
った（図 3-6）。このことから、CRBN はその N 末を介して他のタンパクと相互作用す
ることで核に局在する可能性が考えられた。 
また、CRBN は Cullin-RING 型 E3 ユビキチンリガーゼ(CRL4CRBN)を構成するにあた
って DNA damage-binding protein 1（DDB1）を結合アダプターとしている。しかし、DDB1
結合ドメイン（186-261番目）を欠失している ΔMid（図 3-7）は、その細胞内局在は野
生型 CRBNと比べて変化は無かった（図 3-8）。 
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図 3-1 野生型 CRBNの細胞内局在 
（A）野生型 CRBNを HeLa細胞にトランスフェクションし、細胞固定後、免疫組織化
学的解析を行った。その結果、CRBNの局在は、CRBNが細胞質と核で同程度に分布す
る場合（C=N）、細胞質に斑点状に分布する場合（Punctate）、核に多く局在する細胞の
場合（C<N）、核小体に強く局在する場合（Nucleolus）のいずれかのパターンに分かれ
た。（B）CRBNが発現する細胞を最低 200個以上観察した後、それぞれの局在パターン
を示した細胞数を百分率に換算し、5回の独立した実験から平均値を算出した。エラー
バーは標準誤差（SEM）を示す。図中のスケールバーは 30μmを指す。本図は文献 53
番の Figure 1Aより転載した 53。  
(A) 
(B) 
26 
 
 
 
図 3-2 内在性 CRBNの細胞内分布 
HeLa細胞を固定後、免疫組織化学的解析を行った。一次抗体には Anti-CRBN 抗体
（HPA045910, Sigma-Aldrich）を用いた。その結果、内在性 CRBNは核および細胞質全
体に分布していた。図中のスケールバーは 20 μmを指す。 
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図 3-3 核-細胞質間における核外移行の分子メカニズムのモデル 
タンパクが核-細胞質間を行き来する分子メカニズムとして、主に、CRM1依存性の核
外輸送機構及び、importin α/β介在性の核内輸送機構が知られている。CRM1及び importin
は RanGTPと結合し、RanGDPとは結合しない。importinは核内輸送基質に結合し、核
へ輸送後、その結合は RanGTPによって解離される。CRM1は核外輸送基質に RanGTP
と協同で結合し、細胞質に運ぶ。Importazoleは importin βに結合し、基質の核内輸送を
阻害する。一方で、Leptomycin Bは CRM1に結合し、基質の核外移行を阻害する。 
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図 3-4 核外移行阻害剤 Leptomycin B及び核内移行阻害剤 Importazoleの CRBNの細胞
内局在に対する影響 
（A）CRM1介在性の核外輸送を阻害する Leptomycin B（LMB、終濃度 10 nM、6時間）
で細胞を処理すると、CRBNは核内に蓄積した。一方で、importin介在性の核内輸送を
阻害する Importazole（IPZ、終濃度 20 μMまたは 40 μM、6時間）で細胞を処理した場
合では、コントロール（Ctrl）とくらべて CRBNの局在に変化は見られなかった。（B）
（A）においてコントロール（Ctrl）、LMB、IPZ処理のそれぞれの条件での CRBNの局
在を定量した結果、LMB処理の条件では核に多く局在する細胞が有意に増加していた
（n=5, ***p<0.001, one-way ANOVA with Tukey post-test）。図中のスケールバーは 20 μm
を指す。本図は文献 53番の Figure 1Bより転載した 53。  
(A) 
(B) 
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図 3-5 核外移行シグナル（NES）のコンセンサス配列 
核外移行シグナルは、図に示したように、疎水性アミノ酸であるロイシン（L）に富ん
だ約 10アミノ酸程度の配列から成る。ただし、疎水性アミノ酸はロイシン以外のイソ
ロイシン（I）、バリン（V）、フェニルアラニン（F）、メチオニン（M）の場合もあり得
る。 
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図 3-6 本研究において見出したヒト CRBNアミノ酸配列に存在する NES及びロイシ
ンジッパーモチーフ 
（A）ヒト CRBNの一次構造を示す。本研究において、ヒト CRBNの全アミノ酸配列
において、核外移行シグナルの候補配列（NES1、NES2）、ロイシンジッパー候補配列
を見出した。N末端ドメインを黒線で表す。ロイシンジッパー候補配列を点線で表す。
（B）本研究で注目した NES配列、ロイシンジッパー配列を含む部分を模式的に示した。
また、それらのアミノ酸配列を示した。 
  
(A) 
(B) 
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図 3-7 本研究にて作製された欠失変異型 CRBN 
野生型 CRBNをWTで示す。N末端 1-119番目を欠損した CRBNを ΔNと表す。DDB1
結合ドメイン（186-261番目）を欠損した CRBNを ΔMidで表す。核外移行シグナル候
補（NES1、NES2）を欠損した CRBNをそれぞれ、ΔNES1、ΔNES2で表す。ロイシン
ジッパー候補配列を欠損した CRBNを ΔLZで表す。 
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図 3-8 変異型 CRBNの細胞内分布 
図 3-6で示した変異型 CRBNの細胞内分布を示す。核と細胞質に均一に CRBNが局在
した細胞の割合を C=Nで表す。細胞質に比べて CRBNが核に多く蓄積した細胞の割合
を C<Nで表す。野生型 CRBN（WT）では、C=Nは約 80％、C<Nは約 20％となった。
ΔMid、ΔNES1はWTと比べて変化は無かった。ΔNでは、C=Nは約 90％、C<Nは約
10％となった。ΔNES2では、C=Nは 70％、C<Nは 30％となった。ΔLZでは、C=Nは
75％、C<Nは 25％であった。ΔNは、野生型 CRBNに比べて C=Nとなる細胞が有意に
増加していた（n=4, * p<0.05, one-way ANOVA with Tukey post-test）。一方で、ΔNES2で
は、野生型 CRBNに比べて C<Nとなる細胞が増加する傾向があった。本図は文献 53
番の Figure 2Aより転載した 53。  
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3-2 Cereblonと Ikarosの相互作用の解析 
3-2-1 序 
3-1において、CRBNの N末に NLS様配列は存在しなかったため、CRBNは N末端
を介して他のタンパクと相互作用することで核に局在する可能性が考えられた。そこで、
核で CRBN と相互作用する可能性のあるタンパクとして、本章では転写因子 Ikaros に
着目した。Ikarosは Ikaros転写因子ファミリーに属し、造血幹細胞からリンパ球への正
常な分化に必須の転写因子である 23。先行研究において、CRBNはサリドマイド誘導体
であるレナリドマイド及びポマリドマイド依存的に Ikarosに結合し、Ikarosをプロテア
ソーム分解へ導くことが報告されていた 20,21。 
本章においては、まず、CRBNと Ikarosの共免疫染色を行い、CRBNと Ikarosの共局
在の可能性に関して検討した。その結果、CRBNと Ikarosは共局在することが示唆され
た。次に、CRBNと Ikarosの相互作用について免疫沈降法を用いて検討した。その結果、
CRBNがサリドマイド誘導体を介することなく Ikaros と相互作用することを見出した。
さらに、この相互作用に関わる CRBN内のアミノ酸領域を決定した。 
 
3-2-2 実験結果 
初めに、外因性 CRBNと Ikarosの共局在を免疫組織化学的に解析した。また、CRBN
と Ikarosの共局在を定量化するにあたり、Manders’ overlap coefficincy（MOC）を使用し
た。MOC は、2 色以上の画像における共局在の解析方法の一つであり、共局在の定量
値を R= 0～1で表すことができ、R≧0.6であれば共局在している可能性が高いと考えら
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れる 36–38。免疫組織化学的解析の結果、CRBNと Ikarosは HeLa細胞及び SH-SY5Y細胞
において核及び細胞質において共局在する割合が高いことが分かった（図 3-9A、R=0.89 
±0.02 （HeLa 細胞）、R=0.93 ±0.03 （SH-SY5Y 細胞））。また、内在性の Ikaros は核小
体に局在しており、外因性の CRBN と内在性の Ikaros は核小体にて共局在している傾
向が見られた（図 3-9B、R=0.73 ±0.03）。 
次に、CRBN と Ikaros の相互作用について生化学的に検討した。HA-CRBN と
Halo-Ikaros を細胞にトランスフェクション後、RIPA バッファーにより回収した細胞抽
出液を用い、サリドマイド誘導体であるポマリドマイド（Pd）の存在下または非存在下
で、共免疫沈降を行った。ポリクローナル抗 HA抗体により免疫沈降した後、モノクロ
ーナル抗 Halo 抗体によりウェスタンブロットを行った。その結果、サリドマイド誘導
体が存在しない条件下において、CRBNが Ikarosと結合することが分かった（図 3-10A）。
MG132処理（終濃度 10μM、6時間）によりプロテアソームを阻害した場合では、CRBN
の分解が抑制され、CRBNの発現が増加したことで、共免疫沈降される Ikarosが有意に
増加した（図 3-10A, ** p<0.01）。また先行研究と同様に 22、Pdを投与した場合、共免疫
沈降される Ikarosは有意に増加していた（図 3-10A, * p<0.05）。一方で、免疫沈降に normal 
IgG を用いた場合では CRBN と Ikaros の共沈は見られなかった（図 3-10B）。このこと
から CRBNは Ikarosと特異的に結合することが分かった。 
最後に、CRBN と Ikaros の相互作用に寄与する CRBN 側のアミノ酸配列を、第 3 章
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において作製された一連の変異型 CRBN を用いて探索した（図 3-7）。その結果、N 末
端を欠落させた Δ1-119では、Ikarosが CRBNと共沈しないことが分かった（図 3-11, *** 
p<0.001）。 
以上の結果をまとめると、CRBNはサリドマイド誘導体の有無に関わらず Ikarosと相
互作用し、共局在すること、また、この相互作用には CRBN の N 末端 1-119 アミノ酸
が関わることが分かった。  
36 
 
 
 
 
図 3-9 CRBNと Ikarosの局在に関する免疫組織化学的解析 
（A）HeLa細胞または SH-SY5Y細胞に対し、CRBN発現プラスミド（HA-CRBN）及
び Ikaros発現プラスミド（Halo-Ikaros）を同時にトランスフェクションし、マウス抗
HA抗体、ラット抗 Halo抗体を用いて免疫組織化学的解析を行った。その結果、CRBN
は Ikarosと共局在することが分かった（スケールバーは 20 μmを指す）。（B）内在性の
Ikarosと外因性 CRBNの共局在を確認するため、HeLa細胞を用いた。一次抗体にはマ
ウス抗HA抗体、ラット抗 Ikaros抗体を用いて免疫組織化学的解析を行った。その結果、
内在性 Ikaros は核内で CRBNと共局在することが分かった（スケールバーは 20 μmを
指す）。本図は文献 53番の Figure 3A、3Bより転載した 53。  
(A) 
(B) 
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図 3-10  CRBNと Ikarosの相互作用に関する生化学的解析 
（A）HeLa細胞に対し、CRBN発現プラスミドと Ikaros発現プラスミドを同時にトラ
ンスフェクションした。RIPAバッファーにて細胞を回収し、免疫沈降にはラット抗 HA
抗体、ウェスタンブロットにはマウス抗 Halo抗体を用いた。その結果、サリドマイド
誘導体であるポマリドマイド（Pd）非存在下でも CRBNと Ikarosは結合していた。プ
ロテアソーム阻害剤MG132の投与下では CRBNの分解が抑制され、沈降する Ikarosの
量は増加した（n=3, ** p<0.01, one-way ANOVA with Tukey post-test）Pd投与下では Pdを
投与しない場合に比べて CRBNと Ikarosの結合が増加していた（n=3, * p<0.05, one-way 
ANOVA with Tukey post-test）。本図は文献 53番の Figure 3Cより転載した 53。（B）免疫
沈降に normal IgGを用いた場合では CRBNと Ikarosの共沈は見られなかった。本図は
文献 53番の Supplementary Figure 1より転載した 53。 
  
(B) 
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図 3-11 野生型及び変異型 CRBNと Ikarosの結合の解析 
HeLa細胞に野生型または変異型 CRBN発現プラスミドと Ikaros発現プラスミドを同時
にトランスフェクションした。RIPAバッファーにより回収したタンパク抽出液を、抗
HA抗体を用いて免疫沈降を行い、ウェスタンブロットを行った。その結果、ΔNは Ikaros
への結合が有意に減少していた（n=3, *** p<0.001, one-way ANOVA with Tukey post-test）。
本図は文献 53番の Figure 3Dより転載した 53。  
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3-3 Cereblonによる Ikarosの転写活性の調節 
3-3-1 序 
 
3-2では、共免疫沈降実験の結果から、CRBNが転写因子 Ikarosと相互作用すること
が明らかになった。Ikarosはジンクフィンガー構造をもつ転写因子であり、その細胞内
環境に応じて転写を活性化する場合と抑制する場合の両方が知られている 39,54–56。本章
ではまず、転写因子 Ikarosが結合するオリゴヌクレオチド配列（IKBS）39,40を、ホタル
ルシフェラーゼ遺伝子をコードする pGL4プラスミドベクターのプロモーター領域に組
み込んだレポータープラスミド（pGL4-IKBS）を作製した（図 3-12）。作製したプラス
ミドベクターを用いてルシフェラーゼレポーターアッセイを行い、CRBNが Ikarosによ
る転写活性を調節するかどうかについて検討した。 
 
3-3-2 実験結果 
はじめに、HeLa 細胞に対してトランジェントトランスフェクションを行い、レポー
ターアッセイを行った。この際、β-galactosidase 遺伝子を発現するプラスミドを同時に
トランスフェクションすることで、ルシフェラーゼ活性を定量する際のトランスフェク
ション効率を標準化した。pGL4-IKBSを 1 μgトランスフェクションした場合に対し、
pGL4-IKBS 1 μgと Ikaros 発現プラスミド 1 μgを同時にトランスフェクションした際は、
ルシフェラーゼ発光量が約 2.5倍に有意に増加した（図 3-13A, *** p <0.001）。Ikarosに
加えて CRBN を同時に発現した細胞ではそのルシフェラーゼの活性の上昇は有意に抑
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制された（*** p <0.001）。一方で、CRBNのみを発現した細胞では、ルシフェラーゼの
活性はコントロールと比べて変化しなかった（図 3-13A）。 
次に、トランジェントトランスフェクションを用いた上記の結果に加え、pGL4-IKBS
と Ikaros を同時にステイブルトランスフェクションすることで安定的に発現をさせた
SH-SY5Y 細胞を用いて、同様にレポーターアッセイを行った。その結果、CRBN 発現
プラスミドを 1.5 μgトランスフェクションさせると、コントロールに比べてルシフェラ
ーゼの活性は有意に減少した（図 3-13B, * p <0.05）。このことから、CRBNは Ikarosに
よる転写活性を抑制していることが分かった。 
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図 3-12 Ikaros結合サイトをプロモーター領域に含むレポータープラスミドの構造 
Ikaros結合サイトとなるオリゴヌクレオチド（IKBS）を、pGL4-luc2プラスミド（Promega）
のプロモーター領域における KpnI及び BglI間に部位特異的変異導入法を用いて挿入し
た。（A）pGL4プラスミドのマルチクローニングサイトの詳細、（B）pGL4プラスミド
のベクターマップを示す。赤字で示した GGGAAは Ikaros結合サイトにおけるコアモチ
ーフを示す 57。  
(A) 
(B) 
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図 3-13 CRBNによる Ikaros介在性の転写活性の調節 
（A）HeLa細胞に対しトランジェントトランスフェクションを行った後、ルシフェラ
ーゼアッセイによりルシフェラーゼ活性を定量した。Ikarosのみを発現した細胞では、
トランスフェクションしていない細胞に対して、ルシフェラーゼの活性は約 2.5倍有意
に上昇した（*** p<0.001, one-way ANOVA with Tukey post-test）。Ikarosに加えて CRBN
を同時に発現した細胞ではそのルシフェラーゼの活性の上昇は有意に抑制された（*** 
p<0.001, one-way ANOVA with Tukey post-test）。一方で、CRBNのみを発現した細胞では、
ルシフェラーゼの活性はコントロールと比べて変化しなかった。本図は文献 53番の
Figure 4Aより転載した 53。（B）pGL4-IKBSプラスミド及び Ikaros発現プラスミドをス
テイブルトランスフェクションさせた SH-SY5Y細胞に対しレポーターアッセイを行っ
た。CRBNの発現させることでルシフェラーゼの活性は減少した（* p<0.05, one-way 
ANOVA with Tukey post-test）。本図は文献 53番の Supplementary Figure 3より転載した 53。 
  
(A) (B) 
) 
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3-4 Cereblonによる Ikaros下流ターゲット遺伝子の発現調節 
3-4-1 序 
3-3では、転写因子 Ikarosが制御する転写の活性を CRBNが調節することをレポータ
ーアッセイにより示した。これまでに、転写因子 Ikarosの下流ターゲットには、幾つか
の遺伝子プロモーターが報告されている 58,59。本章では、これら Ikarosが制御する下流
ターゲットの遺伝子発現を CRBN が調節するかどうかについて、プロエンケファリン 
(Proenkephalin (PENK))遺伝子及び Hes1 (Hairy and enhancer of split 1)遺伝子に着目して
研究を行った。 
エンケファリンは、δ 型オピオイド受容体の内在性リガンドとして 1975 年に単離さ
れた Tyr-Gly-Gly-Phe-X 配列を有するペンタペプチドであり、プロエンケファリン遺伝
子がコードする 267アミノ酸から成る前駆物質の酵素切断による生成物である（図 3-14）
60–66。C末の異なるMet-enkと Leu-enkの二種類があり（図 3-14）、両ペプチドとも、線
条体、淡蒼球、扁桃体、視床、視床下部、中脳水道周囲灰白質、脊髄後角、消化管に高
く分布している 62,65。特に、エンケファリンを放出する軸索末端は、脊髄における灰白
質の後角、視床の中心部、大脳辺縁系の扁桃体に集中していることが知られている 62,65。
またエンケファリンは、痛覚、運動、感情、行動、神経内分泌の調節において重要な役
割を担うことが知られている（図 3-15）62,65。その一例として、エンケファリンは、線
条体ニューロンにおいてドーパミン受容体介在性の最初期遺伝子の遺伝子発現を制御
する 67こと等が知られている。 
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一方、Hes1（hairy and enhancer of split 1）は、塩基性ヘリックスループヘリックスフ
ァミリーに属する転写因子であり、胚発生における細胞増殖及び分化を制御している
（図 3-16）。Hes1は、Notchシグナリングの下流ターゲットとして知られており、神経
幹細胞、造血幹細胞の増殖及び分化を制御する 68–70。また、慢性骨髄性白血病や膵臓癌、
大腸癌において過剰発現している等、病態とも深く関わっている 71–73。 
げっ歯類の線条体の発生期においてプロエンケファリン遺伝子（proenkephalin 
(PENK)）遺伝子は Ikarosによって正に制御されている 57一方で、Hes1遺伝子はヒト白
血球細胞株において Ikaros によって負に制御されている 59。このことから、本章では、
まず、ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y細胞において、Ikarosによって PENK遺伝子及び Hes1
遺伝子の発現制御が行われているかどうかを調べた。同時に、CRBNによる Ikaros介在
性の転写制御の調節が行われているか否かについて調べた。さらに、クロマチン免疫沈
降法（ChIP Assay : Chromatin Immunoprecipitation Assay）を用いて、Ikarosの PENK遺伝
子プロモーター領域への結合、及び CRBN発現による結合への影響を解析した。 
 
3-4-2 実験結果 
SH-SY5Y細胞に Ikaros発現プラスミドを 1、2、4μgトランスフェクションした。そ
の結果、PENK mRNA量は有意に減少していた（図 3-17, * p<0.05）。4μgトランスフェ
クションすると、PENK mRNA量は 60%程度まで減少した（図 3-17, * p<0.05）。しかし、
CRBNの共発現により、Ikarosによる PENK mRNA発現量が 75%程度まで回復した（図
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3-18, * p<0.05）。一方で、Ikarosの発現によって Hes1 mRNA量に変化は見られなかった
（図 3-17）。 
次に、Ikarosの PENK遺伝子プロモーターへの結合能を、転写因子等の特定のタンパ
クに対する抗体を用いてタンパクと特定のゲノム領域との結合を検出する手法である
クロマチン免疫沈降法（図 3-19）により解析した。これまでげっ歯類において、Ikaros
が PENK遺伝子プロモーターに直接結合することが報告されてきた 57。そこで、ヒトゲ
ノム配列においてもPENK遺伝子の上流プロモーターに Ikaros結合配列が保存されてい
るかについて NCBIのデータベースを使って検索した。その結果、ヒト PENK遺伝子の
約 1400bp上流にも Ikaros結合配列であると考えられる領域が保存されている事を見出
した（図 3-20）。そこで、SH-SY5Y細胞に Halo-Ikaros発現プラスミドを発現させた後、
抗 Halo 抗体を用いてクロマチン免疫沈降を行い、PENK 遺伝子プロモーター上流に設
計したプライマー（表 2-2）を用いて定量 PCR による増幅を行った。この結果、Ikaros
の発現により PENK遺伝子プロモーター領域の沈降が約 13倍高く認められた（図 3-21, 
** p<0.01）。さらに、この沈降は CRBNの共発現によって 7倍程度にまで抑制された（図
3-21, * p<0.05）。 
これらの結果は、Ikarosが PENK遺伝子プロモーター領域に結合し、PENKの遺伝子
発現を負に制御することに加え、CRBNの共発現は、Ikarosの PENK遺伝子プロモータ
ー領域への結合が弱まり、PENK遺伝子発現を増加させることを示している。  
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図 3-14 プレプロエンケファリンのプロセシングによる 2 種類のエンケファリンの生
成 
プロエンケファリンの前駆体である 267 アミノ酸から成るプレプロエンケファリンは、
プロエンケファリン遺伝子（Proenkephalin：PENK）によってコードされている。プレ
プロエンケファリンの N末端にはシグナルペプチドがコードされている。1つのプロエ
ンケファリンがゴルジ体における酵素による切断を経た後、6 つの Met-enk と 1 つの
Leu-enkが産生される 63,64。 
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図 3-15 体内におけるエンケファリンの作用 
エンケファリンは、Gタンパク共役受容体である δオピオイド受容体に作用し、情動制
御や鎮痛、消化管の蠕動運動の制御など幅広い機能を持つ 62,66。 
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図 3-16 Hes1の発生及び分化における役割 
（A）Hes1は Notchシグナリングの下流に位置する遺伝子であり、Ikaros及び RBP-Jな
どの転写因子の制御を受ける 59。（B）遺伝子産物 Hes1は転写抑制因子であり、そのタ
ンパク量の異常やタンパク機能の破綻は、神経幹細胞の分化、造血幹細胞の分化、肝臓
発生、関節等、幅広い臓器、組織において障害を来す 68–73。 
  
(A) 
(B) 
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図 3-17 SH-SY5Y細胞における Ikarosの過剰発現による下流遺伝子の発現変化 
SH-SY5Y 細胞に対し、1,2,4μg の Ikaros 発現プラスミドをトランスフェクションし、
PENK遺伝子及び Hes1遺伝子の mRNAレベルを定量 PCRにより定量した。ハウスキー
ピング遺伝子である GAPDH 遺伝子の mRNA レベルによって標準化した。その結果、
Hes1 mRNA レベルは Ikaros のトランスフェクションにより変化が無かった一方で、
PENK mRNAレベルは Ikarosのトランスフェクションによって有意に減少した（* p<0.05, 
one-way ANOVA with Tukey post-test）。本図は文献 53番の Supplementary Figure 4より転
載した 53。 
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図 3-18  Ikaros介在性 PENK遺伝子発現に対する CRBNの影響 
5 x 106個の SH-SY5Y細胞に対し、Ikaros発現プラスミドのみをトランスフェクション
した場合に比べ、CRBN発現プラスミドを同時にトランスフェクションした場合では、
PENKの発現量が一部回復した（*p<0.05, one-way ANOVA with Tukey post-test）。本図は
文献 53番の Figure 4Bより転載した 53。 
  
52 
 
 
 
 
 
図 3-19 クロマチン免疫沈降の実験原理と概要 
クロマチン免疫沈降は特定のタンパク（主に転写因子等）に対する抗体を用いることで、
タンパクとゲノム DNA間の相互作用を検出する手法である。ここでは Halo-Ikarosタン
パク及びその結合するゲノム領域の複合体を、Haloタグ抗体を用いて免疫沈降を行う
模式図を示す。PCI（フェノールクロロホルムアミルアルコール）処理を行った後に定
量 PCRを用いてゲノム DNAの定量を行った。  
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図 3-20 PENK遺伝子プロモーターにおける Ikaros結合サイト 
PENK遺伝子の mRNAはヒト染色体 8番 56440954..56446723にコードされている。こ
れまでげっ歯類（マウス及びラット）において PENK遺伝子の mRNAコード領域から
約 1400bp上流付近に Ikaros結合サイトが存在し、Ikarosによって制御を受けているこ
とが報告されてきた 57。本章では、ヒトゲノムにおける PENK遺伝子上流においても対
応する Ikaros結合サイトが保存されていることを見出し、クロマチン免疫沈降後のリア
ルタイム PCRにおけるプライマー設計に利用した（表 2-2）。本図は文献 53番の Figure 
4Cより転載した 53。 
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図 3-21 クロマチン免疫沈降によるPENK遺伝子プロモーターへの Ikarosの結合能の解
析 
5 x 106個の SH-SY5Y細胞に対し、Ikarosのみ、あるいは Ikarosと CRBNを同時に発現
させた。24時間後、細胞を回収し、核画分を抽出後、ラットポリクローナル抗 Halo抗
体を用いて免疫沈降を行った。続けて 12時間の脱架橋処理を行い、PCI処理により DNA
を抽出した。その後、PENK遺伝子プロモーターを増幅するように設計されたプライマ
ー（表 2-2）を用いてリアルタイム PCRを行った。その結果、Ikarosのみを発現した場
合、PENK遺伝子プロモーターはコントロールに比べて約 13倍多く沈降していた（** 
p<0.01, one-way ANOVA with Tukey post-test）。一方、Ikarosと CRBNを同時に発現させ
た細胞では、沈降が一部抑制されていた（* p<0.05, one-way ANOVA with Tukey post-test）。
本図は文献 53番の Figure 4Dより転載した 53。 
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3-5 補足データ 
3-5-1 序 
本項では、本論文における補足データを示す。はじめに、内在性 CRBN の局在につい
て、複数の抗体を用いて免疫組織化学的解析を行った。次に、本論文において用いられ
た HeLa 細胞および SH-SY5Y細胞において、内在性タンパク質として CRBN と Ikaros
が発現しているかどうかについて生化学的解析を行った。また、CRBNと Ikarosの共局
在の解析において、変異型 CRBN を用いた場合の実験を補足した。最後に、CRBN の
タンパク発現量をノックダウンあるいは過剰発現により増減させた時、PENK遺伝子の
遺伝子発現量がどう変化するかについてリアルタイム PCRを用いて定量化した。 
 
3-5-2 実験結果 
内在性 CRBN の細胞内分布を明らかにする上で、3-1 において CRBN 抗体
（Sigma-Aldrich）を用いて内在性 CRBNの細胞内分布（図 3-2）を調べ、CRBNが核お
よび細胞質に分布していることを示した。この補足実験として、その他 3 つの CRBN
抗体を用いた免疫組織化学的解析を試みた。その結果、内在性 CRBN が核および細胞
質に分布していることが複数の抗体を用いた染色結果により裏付けられた（図 3-22）。 
次に、本論文において用いた細胞株であるHeLa細胞および SH-SY5Y細胞において、
内在性の CRBNおよび内在性の Ikarosの発現を生化学的に解析した。まず、HeLa細胞
および SH-SY5Y細胞の両方において、CRBNが発現していることが確認された（図 3-23
56 
 
（A））。同様に、HeLa細胞および SH-SY5Y細胞の両方において、Ikaros が発現してい
ることが確認された（図 3-23（B））。 
CRBNと Ikaros間の相互作用に必要な CRBN側の領域については、3-2において免疫
沈降実験により CRBNの N末端が必要であることを示した（図 3-11）。この補足実験と
して、変異型 CRBNを Ikarosと同時に HeLa細胞に発現させた際の免疫組織化学的解析
を行うとともに、共局在の効率を示す MOC を算出した。その結果、ΔN のみ、Ikaros
との共局在の効率を示すMOCが有意に低いことが分かった（* p<0.05, 図 3-24）。 
最後に、CRBNのタンパク発現量の増減による PENK遺伝子の遺伝子発現量の変動を
調べた。RNA干渉法には先行研究において構築された CRBN-shRNAプラスミドを使用
した 11。まず、SH-SY5Y 細胞において CRBN のノックダウンを行った後、ウェスタン
ブロットにより内在性 CRBNの発現が低下することを確認した（図 3-25（A））。次に、
ノックダウンを行った細胞より total RNAを抽出後、リアルタイム PCRにより PENK遺
伝子の遺伝子発現量を調べた。その結果、CRBNのノックダウンによって、PENK遺伝
子の遺伝子発現量は減少する傾向が見られた（図 3-25（B））。また、SH-SY5Y 細胞に
CRBNを過剰発現させた場合、PENK遺伝子の遺伝子発現量は約 2.9倍有意に増加して
いた（* p<0.05, 図 3-26）。このことは、CRBNが Ikarosによる PENK遺伝子発現抑制を
回復させるという 3-4での結果（図 3-18）と一貫性がある。 
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図 3-22 HeLa細胞における内在性 CRBNの細胞内局在 
HeLa細胞を固定後、複数の内在性 CRBN抗体を用いて免疫組織化学的解析を行い、図
3-2において示した結果（（A）,シグマ社 HPA045910）との比較を示した。用いた一次
抗体は、Abnova社 H00051185-B01P（B） 、Abcam社 ab68763（C）、Abcam社 ab98992
（D）をそれぞれ用いた。その結果、内在性 CRBNは核および細胞質全体に分布してい
ることがこれら全ての結果により確認された。図中のスケールバーは 20μmを指す。 
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図 3-23 HeLa細胞および SH-SY5Y細胞における内在性 CRBNと内在性 Ikarosの発現 
HeLa細胞およびSH-SY5Y細胞よりRIPAバッファーを用いてタンパク質抽出を行った。
その後、ウェスタンブロットにより内在性 CRBN（A）および内在性 Ikaros（B）の発現
を確認した。CRBNの発現確認には Anti-CRBN抗体（Sigma-Aldrich）、Ikarosの発現確
認には Anti-Ikaros抗体（Merck Millipore）を用いた。その結果、CRBNと Ikarosそれぞ
れ、HeLa細胞および SH-SY5Y細胞において発現していた。 
  
(A) 
) 
(B) 
) 
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図 3-24 変異型 CRBNと Ikarosの局在に関する免疫組織化学的解析 
（A）HeLa細胞に対し、野生型または変異型 CRBN（WT、ΔN、ΔMid）、及び Ikarosを
発現させ、免疫組織化学的解析を行った（スケールバーは 30 μmを指す）。（B）CRBN
と Ikarosの共局在を定量化するため、それぞれManders Overlap Coeffcincy（MOC）を
算出した。その結果、WTと ΔMidに比べ、ΔNで有意にMOCが低かった（* p<0.05, 
one-way ANOVA with Tukey post-test）。この結果は、CRBNが N末端領域を介して Ikaros
と結合するという図 3-11の結果を支持する。本図は文献 53番の Supplementary Figure 2
より転載した 53。  
(A) 
) 
(B) 
) 
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図 3-25 CRBNノックダウンの PENK遺伝子発現制御に対する影響 
（A）SH-SY5Y細胞において CRBN-shRNAプラスミドを導入することで CRBNノック
ダウンを行った後、ウェスタンブロットにより CRBNのノックダウンを確認した。（B）
CRBN をノックダウンした細胞から total RNA を調製後、リアルタイム PCR によって
PENK mRNAの遺伝子定量を行った。その結果、CRBNのノックダウンによって、PENK
遺伝子の遺伝子発現は約 27%減少する傾向が見られた。 
  
(B) 
) 
(A) 
) 
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図 3-26 CRBN過剰発現の PENK遺伝子発現制御に対する影響 
SH-SY5Y細胞において CRBNの発現プラスミドを導入することで CRBNの過剰発現を
行った。細胞から total RNAを調製後、リアルタイム PCRによって mRNAの遺伝子定
量を行った。その結果、CRBNの過剰発現によって、PENK遺伝子発現は約 2.9倍有意
に上昇していた（* p<0.05, Student's t -test）。 
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第 4章 考察とまとめ、今後の展望 
本研究では主に、次のような知見を見出した。まず、CRBNが細胞質のみならず核に
おいても分布し、その N末端 1-119番目のアミノ酸領域が核局在に重要であり、核外移
行には核外移行シグナル NES2が部分的に関わっていた。次に、CRBNは転写因子 Ikaros
に結合し、CRBN の N 末端がその結合に関わっていた。さらに、CRBN は Ikaros 介在
性の転写制御を調節していた。最後に、CRBNが Ikarosの下流遺伝子である PENK遺伝
子の発現制御を調節していた。 
第 3章 3-1において、野生型及び変異型 CRBNの細胞内局在を解析した結果、レプト
マイシン B の投与によって CRBN が核内に偏って局在する細胞が顕著に増加した。ま
た ΔNES2では、野生型 CRBNよりも核内蓄積を示す割合が増加していたが、レプトマ
イシン Bの場合ほど顕著ではなかった。このことは、CRBNの 305-314番目の部位が核
外への移行に部分的に関わっていること示す一方で、NES2以外のメカニズムにより核
外輸送されている可能性があることも示唆している。例えば、non-classicalな NESによ
って核外移行されるタンパクも知られている 74,75。また特に、LMBに応答して核外移行
する別のタンパクとの相互作用によって CRBN が核外移行される場合も考えられる。
例えば、癌抑制に働く転写因子 p53は、NESを保持し LMBにも反応する MDM2によ
って核外移行されるタンパクとして知られている 76。さらに、ユビキチン化や SUMO
化、リン酸化などの翻訳後修飾により核内移行及び核外移行するタンパクの例は多く報
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告されている 77–80。実際、CRBNは複数のリン酸化候補サイトを持ち、Ser-25は in vitro
にてリン酸化されること 1,24や、in vitroにて Lys-39、Lys-43、Lys-166、Lys-269、Lys-300、
Lys-412、Lys-413 がユビキチン化されることが示唆されている 14,24。このような翻訳後
修飾の観点からの CRBNの機能解析も今後待たれる。また、ΔLZは ΔNES2を含む領域
を欠失しているが ΔNES2 の場合ほど核に偏って局在する細胞は多くなかった。ロイシ
ンジッパーは核内移行に関わるという報告がこれまで複数報告されている 81,82。今回の
結果に対する考察として、CRBNのロイシンジッパーが核内移行に関与しており、CRBN
のNES2とロイシンジッパーが核内外輸送に対して競合的に働いている可能性が考えら
れる。 
また、第 3章 3-1において、Δ1-119において核内に分布する細胞の数が顕著に減少し
ていた。このことは、CRBNの 1-119番目の部位が核内への移行に関与していることを
示唆している。また、第 3章 3-2において、CRBNは Ikarosと結合すること、さらに、
CRBNはN末端 1-119番目のアミノ酸領域を介して Ikarosに結合していることが分かっ
た。これらの結果を合わせて考えると、CRBNは Ikarosと結合することで核内へ一部移
行している可能性がある。また、CRBNが自由拡散によって核内へ移行し、別のタンパ
クによって核内に捕捉され、核外移行シグナルを介して細胞質に移行するという可能性
も考えられる。このように、本研究により、CRBN は核-細胞質間を行き来（シャトリ
ング）するタンパク質であることが分かった。また近年、CRBN の N 末端には天然変
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性領域が含まれていることがバイオインフォマティクス解析で示唆されている 83。天然
変性領域とは不規則で特定の立体構造を持たない領域であり、タンパク-タンパク間相
互作用に重要な役割を持つことが指摘されている 84–86。このことから、CRBNの N末端
における天然変性領域が Ikarosとの結合に寄与している可能性が考えられる。またこれ
までに、サリドマイド誘導体投与下での CRBN と Ikaros の結合には Ikaros 側の結合部
位は 139-168番目のアミノ酸領域であることも報告されている 21。CRBNと Ikarosの共
結晶を作製し X線結晶構造解析等をすることでより詳細な CRBNと Ikarosの結合様式
が明らかにされると考えられる。また、3-2 における免疫組織化学的解析から、CRBN
と Ikarosの共発現によって Ikarosが細胞質にも分布すること、さらに、CRBNと Ikaros
が細胞質において共局在していることが分かる（図 3-9）。これは、Ikarosが細胞質にて
翻訳された後に CRBN との複合体を形成すると、核内へ移行することができなくなる
ことを示している可能性もある。 
第 3章 3-3においてレポーターアッセイによる結果から、CRBNは Ikarosの転写機能
を抑制することが示された。また第 3章 3-4においては、CRBNが Ikarosによる PENK
遺伝子の発現制御を調節していることを遺伝子発現解析及びクロマチン免疫沈降によ
り示した。これらの結果を総合すると、CRBNは Ikaros介在性の PENK遺伝子発現制御
を調節すると考えられる。これまでは Ikaros介在性の PENK遺伝子の発現制御はげっ歯
類の胎生期においてのみで報告されており 57、ヒト由来の細胞においても起きることを
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示した例は今回が初めてである。また、先行研究では、Ikarosは PENK遺伝子の発現を
正に制御すると考察されている 57が、本研究でのヒト神経芽細胞腫の系とは異なり、げ
っ歯類の胎生期 E18にて分離された線条体ニューロンの初代培養系を用いている。一般
的に、ある一つの転写因子による活性は、同時に存在する他の細胞内因子やクロマチン
構造の違いによって、正に制御される場合、負に制御される場合の両方が存在する。実
際、第 3章 3-3で記述したように、Ikarosも SWI/SNF（SWItch/Sucrose Non-Fermentable）
クロマチンリモデリング酵素複合体に結合している場合、クロマチン構造が弛緩し下流
遺伝子の転写が亢進することが分かっている 56,87,88。一方で、Ikarosが HDAC等を含む
Mi-2/NuRD（nucleosome remodeling and deacetylase）複合体に含まれる場合、クロマチン
構造は高次構造を形成し、下流遺伝子の転写が抑制される 56,87,88。今後、CRBN による
Ikarosの転写機能を調節するメカニズムをより詳細に明らかにしてゆく上では、このよ
うなクロマチンリモデリング形成の観点からの検討が必要である。 
発生期において Ikarosは PENK遺伝子の制御を通して、線条体におけるエンケファリ
ン陽性ニューロンの産生に関わることが報告されている 57,89。本研究において見出され
た CRBN による Ikaros の転写調節が、エンケファリン陽性ニューロンの分化に関わる
かどうかについて今後検討を行ってゆく必要がある。また、発生期において Ikarosの発
現制御はその他の神経細胞の分化にも大きく影響することが知られている 32,33,35,90,91。例
えば、マウス胎児脳の大脳皮質において、胎生期の後期における Ikarosの遺伝子発現量
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の減少は神経幹細胞が初期ニューロンを生み出す際のきっかけになり、その機構破綻は
層構造の乱れに繋がることが知られている 35。実際、CRBNはマウス網膜及び大脳皮質
において発現していることが分かっている 9,17,18。そのため、胎生期の脳発生において
Ikarosの発現量変化と CRBNの発現量変化を時系列的に比較し、CRBNによる Ikarosの
機能の調節が in vivo において起きるかどうかを検討することは大きな意義を持つと考
えられる。 
エンケファリンは、大脳基底核の入力部である線条体の大部分を占める中型有棘神経
細胞（medium spiny neuron：MSN）において GABAと共に神経伝達物質として機能し
ている 92–94。大脳基底核は大脳皮質と視床と共にループ回路を形成し、運動の調節、動
機付け、感情、短期記憶及び学習に関わっている 95,96。そのため、CRBNと Ikarosを介
した PENK遺伝子の発現調節がMSNのようなニューロンにおいて見られるかどうか高
次機能への影響も含めて検討してゆく必要がある。さらに、マウス由来中枢神経系幹細
胞株 MEB5を用いた in vitroの系において、エンケファリンの結合ターゲットである δ
オピオイド受容体の活性化は、プロテインキナーゼ C、PI3 キナーゼ、MAP キナーゼ、
カルシウムカルモジュリン依存性タンパク質キナーゼ II 等といった下流の細胞内シグ
ナリングの制御を介して神経幹細胞の分化・成熟に関わること、またエンケファリン誘
導性の神経幹細胞の成熟は過酸化水素による細胞死に対する細胞保護に繋がることが
示されている 97。このような神経細胞の発生及び成熟した神経細胞の機能において、
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CRBNによる Ikarosの転写調節の寄与について解析することは、複雑な神経細胞の発達
の土台となる分子メカニズムの一端を明らかにする可能性があるのみならず、神経疾
患・精神疾患の病態の理解及び治療法開発にも貢献すると考えられる。  
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